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固定化乙酰胆碱酯酶的制备及其特性研究 
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摘要  本研究以期研制出能重复使用的固定化乙酰胆碱酯酶(AChE), 为天然产物复杂体系中 AchE 抑制剂筛选新方法
的发展奠定基础. 以氨基化硅胶(APS-Si)微球为载体, 戊二醛为交联剂对乙酰胆碱酯酶进行交联固定化, 并研究了酶的
最佳固定化条件和固定化酶的性质. 结果表明, 0.05 g氨基化硅胶微球载体, 用戊二醛溶液活化6 h后, 在给酶量5 U, 28 
℃固定 16 h 条件下, 得到固定化酶的活性最大. 固定化酶在常温(20～40 ℃), 以及较宽 pH 范围内(pH 6～10)均具有较
高的活性, 并且具有良好的保存稳定性和可重复利用率, 为基于固定化靶酶亲和-色谱质谱联用分析快速筛选乙酰胆
碱酯酶抑制剂新方法的发展奠定了基础.  
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Abstract  A new method for preparation of a reusable immobilized acetylcholinesterase (AchE) was de-
veloped in order to lay a foundation for screening AchE inhibitors from natural products. AchE was immo-
bilized on aminated silica gel microspheres with glutaraldehyde as cross-linking reagent. The optimum con-
ditions and properties of immobilized enzyme were investigated. The optimal immobilization process was as 
follows: 0.05 g of aminated silica gel microspheres was activated by glutaraldehyde solution for 6 h, and 
mixed with AChE solution with the activity of 5 U. Then, the mixture was shook for 16 h at 28 . The i℃ m-
mobilized enzyme produced by this method had the highest enzyme activity, and it could remain better ac-
tivity with a wide range of pH (pH 6～10) at room temperature (20～40 ). The immobi℃ lized AChE 
showed higher storage stability and could be used repeatedly. 
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导中扮演重要角色 . AchE 与人类阿尔茨海默病
(Alzheimer disease, AD)的发生密切相关, 现今对 AD 的
治疗主要是采用乙酰胆碱酯酶抑制剂(如他克林、加兰
他敏、石杉碱甲等), 通过提高患者体内的乙酰胆碱水
平, 延缓乙酰胆碱的水解速度, 从而发挥其对 AD 的治
疗作用[9,12]. 目前, 国内外很多科研工作者致力于从天
然产物中筛选AchE抑制剂, 然而筛选AchE抑制剂需要
大量AchE溶液, 价格昂贵, 因此, 研制能重复使用的固
定化 AchE, 结合色谱质谱分析技术用于天然产物复杂





究拟以氨基化硅胶微球为载体, 以电鳗 AchE 为配基, 
研制可重复使用的固定化乙酰胆碱酯酶.  
1  实验部分 
1.1  主要仪器与试剂 
酶标仪(深圳雷杜生命科学股份有限公司); 全温震
荡培养箱 HZP-150 型(上海精宏实验设备有限公司); 电
子天平(塞多利斯科学仪器(北京)有限公司); 调温电热
套(北京永光明医疗仪器厂); 实验用水为自制Milli-Q超
纯水(Millipore 公司).  
硅胶(Davisil, grade 643, 200～425 mesh, 150 Å, 
99%)购自 Sigma 公司; 电鳗乙酰胆碱酯酶(AChE)、碘化
硫代乙酰胆碱(ATchI)和 5,5-二硫二硝基苯甲酸(DTNB)
均购自 Sigma 公司; γ-氨丙基三甲氧基硅烷(APS)购自
Alfa Aesar 公司; 盐酸为优级纯; 其它试剂均为分析纯.  
1.2  氨基化硅胶微球载体的制备 
将 2.0 g 硅胶微球用 5% HCl 煮沸 45 min, 然后用超
纯水清洗干净, 于 80 ℃条件下烘干 24 h. 将 0.50 g 活化
后的硅胶微球载体置于 20 mL 含 0.5% γ-氨丙基三甲氧
基硅烷(APS)的甲苯溶液中, 90 ℃回流 24 h. 将键合了
APS 的硅胶(APS-Si)用丙酮洗涤数次, 于室温下干燥后, 
置于烘箱中 110 ℃干燥 6 h, 储存备用.  
1.3  AchE 固定化方法 
精密称取 0.050 g APS-Si 置于 5.0 mL 离心管中, 在
2.0 mL 0.1 mol/L 的磷酸缓冲溶液(pH＝7.4)中浸渍一段
时间, 然后加入 1.0 µL 浓度为 50%的戊二醛溶液, 28 ℃
条件下恒温震荡 6 h, 之后用超纯水洗涤, 直至清洗液
中无戊二醛为止, 抽滤至干. 在交联后的硅胶载体中加
入 1 mL 0.1 mol/L 的磷酸缓冲溶液(pH＝7.4)和 5 U 
AchE液(122 µL), 于28 ℃震荡固定16 h, 反应完成后依
次用 3.5% NaCl 溶液、超纯水洗涤数次, 直至洗净未固
定化的AchE, 加入 3.0 mL含有 0.02% NaN3的磷酸盐缓
冲液, 保存备用.  
1.4  AchE 活性检测方法 
参照 Ellman[15]的方法稍作改进, 取 250 µL 上述固
定化酶, 加入 40 µL 浓度为 0.5 mmol/L 5,5-二硫二硝基
苯甲酸(DTNB), 于 37 ℃预热 10 min, 再加入 40 µL 碘
化硫代乙酰胆碱, 温育 10 min, 离心后取上清液 200 µL
置于 96 孔板中, 用酶标仪于 405 nm 测其吸光度, 以不
加底物的反应体系吸光度值作为初始值. 固定化酶的活
力(U/g)是指每克载体固定酶以后所具有的活力, 相对
活力值是指, 以最佳条件下的固定化酶活力为 100%, 
其余条件下同样蛋白量的酶固定在载体上之后与最佳
条件下所显示的酶活力之比.  
2  结果与讨论 






优化, 包括: 戊二醛的用量、固定时的 pH、反应时间、
反应温度、载体与酶的比例等, 具体结果如下所示. 
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2.1.1  戊二醛用量的选择  
戊二醛是具有两个功能基团的试剂, 可使酶蛋白中
赖氨酸的 ε-氨基、N 端的 α-氨基、酪氨酸的酚基或半胱
氨酸的-SH 基与氨基化硅胶微球上的氨基发生 Schiff 反
应, 相互交联成固定化酶. 按 1.3 节步骤, 分别将 0.50, 
1.0, 2.0, 5.0, 10 和 20 µL 50%戊二醛加入 APS-Si 载体中
处理(图 1), 然后进行 AchE 固定, 考察戊二醛用量对固  
 
图 1  戊二醛用量对固定化酶活力的影响 
Figure 1  Effect of glutaraldehyde dosage on specific activities 
of the immobilized AChE 










2.1.2  最佳固定化 pH 值、固定化温度、固定化时间、
酶用量的选择 
本研究对反应体系不同固定化 pH、固定化温度、
固定化时间进行了比较, 结果见图 2. 由图 2(A)可以看
出, 在设定的 pH 范围内, 反应体系的 pH 值对固定化酶
的活力影响不大, 但是反应体系在 pH 7.0～7.4 条件下
固定化酶的活力最高, 与文献[16]报道结果一致. 由图
2(B)可以看出, 在 4, 20, 28 和 37 ℃条件下, 固定化酶的
活力变化明显, 而在 28 和 37 ℃时的活力差别不大, 并
且活力达到最高值, 因此选择 28 ℃为最佳的固定化温 
  
图 2  固定化条件对固定化酶活力的影响. (A)pH; (B)固定温度; (C)固定时间; (D)酶用量 
Figure 2  Effect of immobilization conditions on specific activities of the immobilized AchE. (A) pH value, (B) temperature, (C) time, 
(D) enzyme content given
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度. 从图 2(C)可以看出, 在考察的固定化时间范围内(4, 
8, 12, 16 和 24 h), 在 16 h 之前随着固定化时间的延长, 
固定化酶的活力增强, 在 16 h 达到峰值, 随后随着时间
的延长固定化酶的活力反而下降, 因此, 选择 16 h 为最
佳固定化时间. 取交联后的载体分别加入 1.0, 2.0, 5.0, 
10 和 20 U 酶液于 28 ℃下固定 16 h, 比较不同酶用量对
固定化酶活力的影响, 图 2(D)结果显示, 载体固定 5.0 
U 酶液时得到的活性最大, 说明与酶结合的官能团在此
条件下能够最大化地与酶的活性位点相结合. 
2.2  固定化酶的反应特性 
2.2.1  pH 对固定化酶活力的影响 
按 1.3 节方法制备得到的固定化酶, 离心去掉上清
液后, 分别加入 pH 为 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 7.4, 8.0, 9.0 和
10.0 的磷酸缓冲液, 再按 1.4 节的方法测定其活力, 比
较其反应体系不同 pH 条件下的活力. 结果显示(图 3), 
随着 pH 的升高, 固定化酶的酶活呈持续增大状态, 相
对活性均在 85%以上, 说明该固定化酶在较宽的 pH 范
围内都保持比较高的催化活性.  
 
图 3  pH 对固定化酶活力的影响 
Figure 3  Effect of pH on specific activities of the immobilized 
AChE 
2.2.2  温度对固定化酶活力的影响 
按 1.3 节方法制备得到的固定化 AChE, 将其加热
温度分别设为 10, 20, 30, 37, 40, 50, 60 和 70 ℃, 并测定
其活力, 考察不同温度条件下固定化酶的活力. 从图 4
可以看出, 固定化酶在较低温度条件下活力较高, 且随
温度的升高呈逐渐上升的趋势. 当反应温度超过 40 ℃





图 4  温度对固定化酶活力的影响 
Figure 4  Effect of temperature on specific activities of the im-
mobilized AChE 
2.3  固定化酶重复使用次数和保存稳定性 
考察了固定化酶的重复利用率和储藏稳定性, 将制
备得到的固定化 AChE 按照 1.4 节方法测定其活性, 之
后将固定化酶和反应液分离, 对固定化酶进行清洗, 然
后再按照 1.4 节方法重复测定固定化酶的酶活性, 结果
显示固定化酶连续重复使用 9次, 仍然保持 99%的活性. 
将固定化酶置于 4 ℃冰箱中湿态保存, 每隔一段时间测
定其活力, 图 5 结果显示, 40 d 内固定化酶的酶活变化






图 5  固定化酶活力与保存时间的相关性 
Figure 5  Relation between storage time and specific activity of 
immobilized AChE 
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